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CAMPO DELL'INVENZIONE 

II campo dell'invenzione e quello dei metodi molecolari di diagnosi e 
prognosi per le malattie cardiovascolari. 
TECNICA ANTERIORE 

L'infarto del miocardio e I'ictus cerebrale sono causati prevalentemente 
dalla rottura di placche aterosclerotiche instabili che si formano nelle 
arterie coronarie e carotidee. 

Esse rappresentano la principale causa di morte e disability nel mondo 
occidentaie. Nei soli Stati Uniti si calcola ci siano circa 62 milioni di 
persone affette da patologie cardiovascolari e nel 2000 circa un milione 
di decessi (il 39% di quelli totali), sono stati attribuiti a queste patologie. 
Si ha ragione di credere che la spessa incidenza percentuale possa 
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essere considerata anche per il nostra paese. Studi epidemiologic! e 
randomizzati hanno fornito solide evidenze sul fatto che I'infarto e I'ictus 
possono essere prevenuti mediante ii trattamento dei classici fattori di 
rischio quali diabete, ipertensione, fumo, ipercolesterolemia, obesita. 
Ciononostante, il controllo di questi fattori, sebbene in grado di ridurre 
I'incidenza di infarto od ictus, non e risultato in grado di annullare il 
rischio di tali malattie, suggerendo I'esistenza di una componente 
ereditaria, ad oggi ancora non ben chiarita, per I'infarto del miocardio e 
I'ictus cerebrale. 

Pertanto e altamente sentita nel settore I'esigenza di saggi predittivi del 
rischio genetico di sviluppare tali malattie. 

Recentemente, Papafili e collaboratori hanno riportato I'identificazione di 
due varianti nel promotore del gene per la cicloossigenasi-2 (COX-2) 
umana: la mutazione G ^ C in posizione -765 e la mutazione C G in 
posizione -490 (Papafili et a!., Arterioscler Thromb Vase Biol. 2002; 
22:1631-1636). La presenza della prima variante (citosina o C in 
posizione -765) e stata associata con una ridotta espressione del gene 
COX-2 e con livelli serici di proteina C-reattiva () inferiori ai rispettivi 
livelli in soggetti operati di by-pass coronarico e portatori del nucleotide 
G nella stessa posizione. Papafili pertanto ipotizza che tale polimorfismo 

costituisca un indice diagnostico di particolare importanza nella risposta 

infiammatoria acuta, in particolar modo nella risposta acuta agli 

interventi di by-pass coronarici. 

SOMMARIO 

L'invenzione riguarda un metodo per valutare in vitro la predisposizione 
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di un individuo alio sviluppo di patologie cardiovascolari, associate alia 
rottura di una placca aterosclerotica, caratterizzato dal fatto di verificare 
I'identita del nucleotide in posizione -765 rispetto al sito di inizio della 
trascrizione del gene COX-2 su un campione di DNA genomico di tale 
individuo. 

II metodo e attuato preferibilmente mediante sequenziamento, 
digestione endonucleasica con enzimi di restrizione, ibridazione selettiva 
con oligonucleotidi specifici per il polimorfismo in posizione -765 del 
promotore del gene COX-2 umano, real time PGR. Nel casi in cui il 
metodo sia basato sulla digestione endonucleasica questa e preceduta 
da una amplificazione PCR con oligonucleotidi comprendenti le seq 
IDN3 e 4. 

L'invenzione comprende inoltre un kit per attuare il metodo di 
rivelazione. 

DESCRIZIONE DELLE FIGURE 

Figura 1. Visualizzazione del profilo di restrizione dopo digestione 
enzimatica con I'enzima di restrizione Fau I mediante elettroforesi. 
II frammento amplificato con gli oligonucleotidi seqlDN3 e IDN4 (Cox-F e 
Cox-R) dalla regione del promotore del gene COX-2, e di 231 pb. Esso 
contiene la sequenza consensus (CCCGCC) riconosciuta dall'enzima 
Faul. Questo taglia solo la sequenza wild type, recante il nucleotide G in 
posizione -765 del promotore. Dopo la digestione enzimatica, la 
soluzione di DNA viene fatta correre elettroforeticamente su gel di 
poliacrilammide. Nel caso di sequenza wild type (CCCGCC), dal taglio 
endonucleasico si originano due frammenti, rispettivamente di 124 e 
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107pb. Nel caso di sequenza mutata (CCCCCC), recante il nucleotide C 
anziche G, si ottiene un frammento unico di 231 pb. Per la 
visualizzazione delle bande il gel viene colorato con una soluzione di 
bromuro di etidio, quindi sottoposto ad irraggiamento con una sorgente 
di raggi UV. I campioni A, B e D sono omozigoti per il polimorfismo COX- 
2 -765 G/G; il campione C e omozigote C/C; i campioni E,F sono 
eterozigoti G/C. 

Figura 2: Espressione di COX-2 nelle placche aterosclerotiche 

La fotografia evidenzia I'espressione del gene COX-2 in sezioni di 

placche aterosclerotiche mediante metodo immunoistochimico basato su 

anticorpi specifici per I'enzima COX-2. I portatori del polimorfismo -765 

in forma omozigote (G/G) presentano una colorazione piu abbondante 

rispetto agli altri individui, eterozigoti (G/C) o omozigoti (C/C). 

Figura 3: Espressione di metal loproteasi nelle placche 

aterosclerotiche. 

La fotografia evidenzia I'espressione delle metalloproteasi 2 (MMP2) e 9 
(MMP9) in sezioni di placche aterosclerotiche mediante metodo 
immunoistochimico, basato sull'uso di anticorpi anti-metalloproteasi. 
Tale espressione risulta superiore negli individui omozigoti per il 
polimorfismo -765 (G/G) rispetto agli eterozigoti (G/C) e agli omozigoti 
(C/C). 

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL'INVENZIONE 

Definizioni 

Ai fini della presente invenzione i termini elencati hanno il significato 
seguente: 
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Allele: forma alternativa di un gene. Gli alleli di un determinate gene 
occupano sui cromosomi omologhi la stessa posizione. 
BMI (Body Mass Index): indice di massa corporea. 
COX-2 (cicloossigenasi 2): prodotto del gene parzialmente 
corrispondente alia regione genica con sequenza riportata in GenBank 
con n° di accesso AF276953 e corrispondente alia SEQ. ID N. 1 . 
Controlli: soggetti ad elevato rischio cardiovascolare ma senza 
pregresso infarto del miocardio od ictus cerebri. 

Eterozigote: individuo che porta alleli different! nello stesso locus dei 
suoi due cromosomi omologhi. 

Genotipizzazione: determinazione degli alleli di un cromosoma di un 
certo individuo. 

Omozigote: individuo che possiede alleli identici nello stesso locus dei 
suoi due cromosomi omologhi. 

Pazienti: soggetti ad elevato rischio cardiovascolare con pregresso 
infarto del miocardio od ictus cerebri (pazienti e controlli oggetto di 
studio hanno sottoscritto un consenso informato prima di ogni esame). 
Placche aterosclerotiche vulnerabili: placche considerate instabili per la 
presenza di un'elevato infiltrato infiammatorio in grado di provocarne nel 
tempo la rottura. 

Polimoriismo: situazione in cui due o piu alleli di un locus, neU'ambito di 
una popolazione di individui, si presentano diversi per almeno un 
nucleotide . 

Polimoriismo -765 del gene COX-2: si riferisce al polimorfismo in 
posizione -765 sul promotore del gene COX-2 rispetto al sito d'inizio 



4318 PTIT 



Notarbartolo & Gervasi S.p.A. 



della trascrizione, descritto da Papafili et al., Arterioscler Thromb Vase 
Biol. 2002; 22:1631-1636 e corrisponde alia possibility di variazione del 
nucleotide n°436 di SEQ. ID N.1. Nella presente invenzione e stata 
definito wild type la presenza di una G in posizione -765 compresa nella 
sequenza (CCCGCC). 
Descrizione 

La presente invenzione e basata sulla conferma clinica in un campione 
di piu di miile individui dell'esistenza di una relazione tra la presenza del 
polimorfismo C-G del promotore COX-2 in posizione -765 
(corrispondente alia posizione del nucleotide 436 di SEQ. ID N. 1) ed 
instability della placca aterosclerotica. Tale instability ha come 
conseguenza diretta un maggior rischio di patologie cardiovascolari 
associate con la rottura o I'erosione di placche aterosclerotiche 
vulnerabili ed in particolare quindi di infarto del miocardio e di I'ictus 
cerebrale. 

Secondo un primo aspetto quindi I'invenzione riguarda un metodo per 
diagnosticare in vitro la predisposizione di un individuo alio sviluppo di 
patologie cardiovascolari associate con la rottura o I'erosione di placche 
aterosclerotiche vulnerabili, in particolare di infarto del miocardio e di 
ictus, che comprende essenzialmente la verifica dell'identita del 
nucleotide in posizione -765 (corrispondente al nucleotide 436 di SEQ. 
ID N.1) rispetto al sito di inizio della trascrizione del gene 
cicioossigenasi-2 (COX-2) su un campione di DNA genomico 
proveniente da un campione biologico appartenente a tale individuo. II 
campione biologico e preferibilmente costituito da sangue, saliva, 
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biopsie, urine. Ancor piu preferibilmente il campione e costituito da 
sangue. 

II valore diagnostico e prognostico deli'invenzione e supportato da uno 
studio su un campione di 1441 individui reclutati in centri italiani, che 
indica che il gruppo di pazienti che non ha subito un infarto del 
miocardio o un ictus presenta la variante polimorfica corrispondente al 
nucleotide C su almeno un allele in posizione -765 del promotore COX- 
2 con frequenza significativamente superiore rispetto al gruppo di 
pazienti con pregresso infarto del miocardio o un ictus e bilanciati per 
eta, BMI, o per fattori di rischio convenzionali per le patologie 
cardiovascolari quali: fumo di sigaretta, obesita, ipertensione, 
ipercolesterolemia e diabete. 

I dati relativi alio studio sono presentati in tabella 2: in particolare e 
evidenziato che la frequenza degli eterozigoti per il polimorfismo in 
posizione -765 e almeno 2 volte piu alta nei controlli che nei pazienti 
(43.1% vs 17.9%) e che la frequenza degli omozigoti per il polimorfismo 
C/C in posizione -765 (cioe presenza di C su entrambi gli alleli) e di 
almeno cinque volte superiore nei controlli rispetto ai pazienti (6.2% vs 
1.1%). 

Lo studio clinico ha permesso inoltre di verificare in situ la situazione 
delle placche aterosclerotiche confermando che I'espressione 
deirenzima COX-2 e significativamente maggiore nei portatori del 
polimorfismo -765 G/G (in forma omozigote quindi) e decresce negli 
eterozigoti e negli omozigoti per il polimorfismo C/C (8576± 176, 5132± 
142, 3059± 117, rispettivamente). Tale situazione correla con il profile di 

8 
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espressione dell'enzima COX-2 nei macrofagi isoiati da placche 
aterosclerotiche, cosi come nei monociti isoiati da sangue periferico. 
Anche I'espressione di metalloproteinasi di matrice (MMP) 2 e 9, 
verificata in situ mediante immunoistochimica, western-blot e zimografia 
su estratti di placche aterosclerotiche, risulta essere superiore nei 
portatori del polimorfismo G/G in forma omozigote, rispetto agli 
eterozigoti G/C ed agli omozigoti C/C. In particolare i valori ottenuti in 
Western blot per la MMP-2 risultano essere: omozigoti G/G 7165±134 vs 
G/C 5121+78 e C/C 3978±67 unita arbitrarie densitometriche (DU); per 
la MMP-9 8090±187 vs 6012±102 e 4765±95 DU; media±SD; 
P<0.0001). Nella zimografia la quantita di enzimi in forma attivata risulta 
essere per la MMP-2: omozigoti G/G 3012±134 eterozigoti G/C 
1898±104 e omozigoti C/C 1342±54 DU; per MMP-9: 3867±165 vs 
2011 ±89 e 1223±65 DU; media±SD; PO.0001). Questi dati sembrano 
ben correlare con I'ipotesi che Tinstabilita delle placche aterosclerotiche 
sia dovuta direttamente ad un'azione proteolitica esercitata da enzimi 
quali le metalloproteasi di matrice attivate dairespressione del gene 
COX-2 ed espresse in misura superiore, come I'enzima COX-2, nei 
portatori del polimorfismo -765 G rispetto ai portatori del polimorfismo - 
765 C. 

E' stato gia messo in evidenza da altri che il polimorfismo -765G/C e 
posizionato in una regione molto vicina ad una della sequenze 
consensus per il fattore trascrizionale SP1 (GGGAGG e varianti 
GGGCCC e CCCGCC, descritte in Xu Q et al, J Biol Chem 
2000;275:24583-24589) e pud quindi avere un effetto diretto sui livelli di 




/ 
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espressione di tale gene. 

Nel presente studio e stato inoitre confermato che anche i livelli di 
hsCRP (high sensitivity C-Reactive Protein, descritta in Ridker et aL 
Circulation, 1998, 97: 425-428) nei portatori del polimorfismo C sono 
risultati significativamente piu bassi rispetto ai soggetti non portatori del 
polimorfismo (0.78± 0.1 vs 2.56 ±0.4) in un sottogruppo di circa 200 
individui. 

La verifica dellldentita del nucleotide in posizione -765 a scopo 
prognostico per la valutazione del rischio o della predisposizione alio 
sviluppo di patologie quali I'infarto del miocardio e rictus cerebrate dovuti 
a rottura delle placche aterosclerotiche, e effettuata mediante una delle 
seguenti tecniche: sequenziamento diretto della regione comprendente 
tale polimorfismo, digestione endonucleasica con enzimi di restrizione, 
ibridazione selettiva con oligonucleotidi specifici per il polimorfismo in 
posizione -765 del promotore del gene COX-2 umano. Numerose 
tecniche, ben note nell'arte, sono utilizzabili per individuare nel DNA 
genomico la presenza della mutazione secondo il metodo 
deirinvenzione. Tecniche adatte sono, ad esempio, tecniche basate 
suiracquisizione o la perdita di siti di riconoscimento per enzimi di 
restrizione (Kan et al, Lancet: 910-912, 1978), tecniche di ibridazione 
con sonde oligonucleotidiche allele-specifiche (ASO) (Wallace ed altri, 
Nucl Acids Res 6: 3543-3557, 1978) tra cui, ad esempio, ibridazione con 
oligonucleotidi immobilizzati su filtri (Saiki e altri, PNAS USA 86: 6230- 
6234, 1989) o micro-chips (Chee e altri, Science 274:610-614, 1996) e 
oligonucleotide arrays (Maskos e atri, Nucl Acids Res 21: 2269-2270, 

10 
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1993), PGR allele-specifica (Newton e aitri Nuci Acid Res 17:2503-2516, 
1989), Mismatch Repair Detection (MRD) (Faham e Cox Genome Res: 
474-482, 1995), Single-Strand Conformational Polymorphism Analysis 
(Ravnik-Glavac et al, Hum. Mol. Gen. 3: 801, 1994), gel elettroforesi in 
gradiente denaturante (Guldberg et al., Nucl. Acids Res. 22: 880, 1994), 
Hot Cleavage (Cotton et al. Proc.Natl. Acad Sci USA 85: 4397, 1988), 
Genetic Bit Analysis (GBA) (Nikiforov e altri Nucl Acid Res 22:4167- 
4175, 1994), primer-ligation assay (OLA) (Landergen e altri, Science 
241: 1077, 1988), allele specific ligation chain reaction (LCR) (Barrany 
PNAS USA 88:189-193, 1991), gap-LCR (Abravaya e altri Nucl Acids 
Res 23: 675-682, 1995), tecniche di real-time PCR (Chen YY, Int J 
Oncol. 2003 Sep;23(3):737-44) e tecniche di sequenziamento. Tecniche 
particolarmente preferite per Pindividuazione del polimorfismo -765 
secondo il metodo delFinvenzione sono scelte tra quelle basate 
sulFacquisizione o la perdita di siti di riconoscimento per enzimi di 
restrizione, sulla PCR allele specifica, sulle tecniche di ibridazione, su 
real-time PCR o su tecniche di sequenziamento diretto dopo 
amplificazione di frammenti di DNA della regione del promotore del gene 
per la COX-2 comprendenti la posizione -765. 

II metodo ed il kit deirinvenzione consentono di valutare in un individuo o 
in un gruppo d'individui apparentemente sani il rischio di sviluppare 
patpjpgie cardiovascolari dovute alia rottura delle placche 
aterosclerotiche. Secondo una realizzazione preferita il metodo 
comprende i seguenti passaggi: 

a) estrazione del DNA genomico da un campione biologico di tale/i 

11 



4318 PTIT 



Notarbartolo & Gervasi S.p.A. 



individuo/i, 

b) amplificazione mediante Polymerase Chain Reaction con 
oligonucleotidi o primers adatti airamplificazione di un frammento di 
DNA comprendente la posizione -765, 

c) digestione enzimatica di tale frammento amplificato con enzimi di 
restrizione in grado di discriminare tra le sequenze recanti il 
polimorfismo -765 C (compreso nella sequenza esanucleotidica 
CCCCCC ed il polimorfismo -765 G, compreso nella sequenza 
esanucleotidica CCCGCC, 

d) separazione elettroforetica della miscela di restrizione comprendente 
i frammenti di restrizione generati oppure il frammento amplificato in 
forma indigerita, oppure entrambi, ed analisi della lunghezza di tali 
frammenti, dove in particolare I'acquisizione del sito di restrizione per 
gli enzimi di restrizione Aci I o Fau I (CCGC//GGCG o 
CCCGC(N)4//GGGCG(N)6, rispettivamente) e indice della presenza 
di una guanina (G) in posizione -765 che correla con un fattore di 
rischio superiore nello sviluppo di malattie cardiovascolari, in 
particolare infarto del miocardio ed ictus, mentre la perdita di tale sito 
di restrizione correla con un indice di rischio inferiore. 

Nella digestione endonucleasica con enzimi di restrizione specific! per la 
sequenza di 4-12 basi comprendente il nucleotide polimorfico, I'enzima 
Fau I e preferito rispetto all'enzima Aci I in quanto piu stabile e specifico. 
Secondo una realizzazione preferita, I'amplificazione b) e effettuata con 
primers oligonucleotidici che amplificano un frammento dal DNA 
genomico direttamente o dopo estrazione dal campione biologico, 
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preferibilmente di lunghezza inferiore a 1000 nucleotidi, preferibilmente 
inferiore a 500 nucleotidi, ancor piu preferibilmente inferiore a 300 
nucleotidi, tale frammento comprendente il poiimorfismo in posizione - 
765. 

Oligonucleotidi adatti airamplificazione di un frammento di dimensioni 
opportune possono essere disegnati secondo metodi noti neirarte, 
essendo nota la sequenza della regione del promotore del gene COX-2 
(GenBank, numero di accesso: AF276953), ma devono essere 
opportunamente validati per ia specificita di amplificazione in 
diverse matrici biologiche. Tali primers sono preferibilmente 
oligonucleotidi almeno parzialmente identic!, cioe comprendenti una 
sequenza di almeno 10 nucleotidi consecutivi identica agli 
oligonucleotidi di sequenza ID N.3 e ID N.4. Ancor piu preferibilmente gli 
oligonucleotidi per l'amplificazione mediante PGR (Polymerase Chain 
Reaction) del frammento comprendente il poiimorfismo -765 sono gli 
oligonucleotidi SEQ. ID N. 3 e SEQ. ID N 4. II frammento generate) 
dairamplificazione con tali oligo, di 231 nucleotidi, e preferibilmente 
digerito con I'enzima di restrizione Fau I ed e successivamente 
preferibilmente analizzato mediante elettroforesi su gel di agarosio o di 
poliacrilammide. 

Secondo il metodo ed i kit prognostici e/o diagnostici dell'invenzione, la 
presenza di una citosina in posizione -765 del promotore del gene COX- 
2 e quindi Passenza della sequenza di riconoscimento per gli enzimi di 
restrizione specifici sopra indicati su almeno un allele del DNA di un 
individuo o di un gruppo di individui, correla con un indice di rischio alia 




( 
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predisposizione di malattie cardiovascolari inferiore a quello associate 
alia presenza di una guanosina (G) in forma omozigote in posizione - 
765 su entrambi gli alleli. La presenza di guanosina (G) in posizione 
-765, e quindi la presenza della sequenza di riconoscimento per gli 
enzimi di restrizione specifici sopra indicati, correla con una situazione 
di rischio maggiore alio sviiuppo di patologie cardiovascolari, in 
particolare di patologie quali le coronaropatie e le patologie delle arterie 
carotidee, I'infarto del miocardio, I'angina pectoris, le sindromi 
coronariche acute, I'ictus cerebrale, I'attacco ischemico transitorio (TIA) 
e I'arteriopatia periferica, e tutte le sindromi trombofiliche in generale. 
Pertanto la determinazione della presenza di tale nucleotide in posizione 
-765 altrimenti evidenziabile secondo il metodo dell'invenzione mediante 
analisi della presenza dei frammenti generati mediante taglio 
endonucleasico, insieme con la valutazione di altri parametri di 
competenza del medico, fornisce una indicazione intermedia della 
opportunity di instaurare una adeguata terapia preventiva di tali disturbi. 
II dato di genotipizzazione, ossia della caratterizzazione del nucleotide in 
posizione -765 del promotore del gene per la COX-2 e inoltre associate 
sia con una minore espressione basale dell'enzima cicloossigenasi-2 
che con una minore espressione dopo stimolazione, consentendo di 
valutare anche la sensibilita al trattamento con farmaci antif logistic! non 
steroidei (FANS), in particolare con inibitori specifici della 
cicloossigenasi-2, anch'essi concorrenti nel determinare una 
diminuzione dei livelli di attivita della cicloossigenasi in particolare nei 
linfociti e nei macrofagi. 
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Secondo un ulteriore aspetto I'invenzione riguarda un kit per attuare la 
genotipizzazione della posizione -765 del promotore della 
cicIoossigenasi-2 (COX-2) secondo la realizzazione preferita del metodo 
(acquisizione o perdita di un sito di restrizione), per valutare la sensibilita 
al trattamento con farmaci antiflogistici non steroidei (FANS), in 
particolare con inibitori specifici della cicloossigenasi-2. 
Inoltre I'invenzione in un suo aspetto preferito riguarda un kit prognostico 
per valutare in un individuo, anche apparentemente sano, il fattore di 
rischio associato alio sviluppo di malattie cardiovascolari causate da 
rottura delle placche aterosclerotiche. instabili, quali ad es. le 
coronaropatie causa di infarto del miocardio, Tangina pectoris, le 
sindromi coronariche acute, rictus cerebrale, I'attacco ischemico 
transitorio (TIA) e Tarteriopatia periferica basato sul metodo secondo la 
sua realizzazione preferita (acquisizione o perdita di un sito di 
restrizione). 

In ogni caso quando il metodo o il kit per la genotipizzazione del 
nucleotide -765 del promotore della COX-2, sono basati 
sul'amplificazione PCR con gli oligonucleotidi deirinvenzione e 
digestione successiva con endonucleasi di restrizione, nel caso di 
sequenza wild (CCCGCC, dove la G e in posizione -765) type, il taglio 
endonucleasico con I'enzima Faul o Acil, da origine a due frammenti, di 
circa 120 e di circa 110 pb e la presenza di almeno una copia allelica di 
questi due frammenti correla con un indice di rischio superiore per lo 
sviluppo di patologie cardiovascolari o con una maggiore sensibilita alia 
terapia con FANS, particolarmente quelli della classe Coxib (COX-2 
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inibitori). Nel case di sequenza mutata (CCCCCC), recante il nucleotide 
C anziche G, dove la digestione non avviene e viene mantenuto il 
frammento unico di 231 pb, la presenza di almeno una copia allelica del 
frammento di tali dimensioni correla con un indice di rischio inferiore per 
lo sviiuppo di patologie cardiovascolari o con una minore sensibilita alia 
terapia con FANS, particolarmente quelli della classe Coxib (COX-2 
inibitori). 

Preferibilmente tale kit e in forma di scatola o di contenitore 
comprendente un tubo contenente un oligonucleotide comprendente 
almeno parzialmente la SEQ ID N.3 cioe avente sequenza di almeno 10 
nucleotidi consecutivi identica agli oligonucleotidi di sequenza ID N.3 e 
ID N.4 o ancor piu- preferibilmente e Toligonucleotide identificato con la 
seqIDN 3, un tubo contenente un oligonucleotide comprendente almeno 
parzialmente la SEQ ID N.4 cioe avente sequenza di almeno 10 
nucleotidi consecutivi identica agli oligonucleotidi di sequenza SEQ ID 
N.4 o ancor piu preferibilmente e ['oligonucleotide identificato con la 
SEQ ID N.4, ed opzionalmente un enzima di restrizione in grado di 
discriminare il polimorfismo -765 C, compreso nella sequenza 
esanucleotidica CCCCCC, dal polimorfismo -765 G, compreso nella 
sequenza esanucleotidica CCCGCC. Tale enzima e preferibilmente 
scelto tra: I'enzima Fau I e Aci I, anche se I'enzima Fau I e preferito 
rispetto all'enzima Aci I in quanto piu specific© e piu stabile, 
riconoscendo per il taglio endonucleasico la sequenza nucleotidica 
CCCGC(N)4^//GGGCG(N)6^ (Faul), anziche la sequenza 
teatranucleotidica C^CGC//GGC^G (Acil). Opzionalmente il kit 
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comprende uno standard di peso molecolare per il DNA e/o un tubo 
contenente concentrazione adequata di ioni magnesio in soluzione 
tamponata e/o deoxynucleotidi trifosfato. 

Un uiteriore aspetto deil'invenzione e relativo ail'uso della 
genotipizzazione del nucleotide in posizione -765 del promotore del 
gene COX-2 per la preparazione di saggi prognostici di patologie 
cardiovascolari scelte tra: coronaropatie, patologie delle arterie 
carotidee, infarto del miocardio, angina pectoris,, sindromi coronariche 
acute, rivascolarizzazione miocardica mediante by-pass od angioplastica 
coronarica, ictus cerebrale, attacco ischemico transitorio (TIA), 
arteriopatia periferica, sindromi trombofiliche, basato essenzialmente sul 
metodo descritto. 

Un uiteriore aspetto e inoltre costituito dali'so della genotipizzazione del 
nucleotide in posizione -765 del promotore del gene COX-2 per la 
preparazione di saggi diagnostic! della sensibilita alia terapia con farmaci 
antiflogistici non steroidei (FANS), basato essenzialmente sul metodo 
descritto. 

PARTE SPERIMENTALE 

Esempio 1. Estrazione del DNA da sangue periferico per la 
genotipizzazione. 

Circa 5 ml di sangue periferico sono prelevati da soggetti che 
costituiscono il campione di studio e raccolti in provette da emocromo 
contenenti EDTA/citrato e prive di soluzione eparinata. Parte del 
contenuto, circa 0.5 ml, e poi trasferito in provette "DNase free" e 
miscelato con un volume di soluzione Iisante (soluzione di lisi secondo il 
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protocollo di estrazione della Ditta Diatech, Jesi-Ancona, Italy); poi viene 
agitato mediante vortex per alcuni secondi e centrifugato a temperatura 
ambiente. II sopranatante e quindi eliminato ed il pellet risospeso con 1 
ml di soluzione lisante al fine di procedere tramite ulteriore 
centrifugazione alia purificazione del pellet di DNA rispetto al contenuto 
emolizzato presente nella soluzione. 

II pellet cosi purificato e poi ridisciolto in soluzione tampone contenente 
Proteinasi K e una bassa concentrazione (0.1%) di sodium lauryLsolfato 
(SLS) per solubilizzare ulteriormente il DNA e privarlo delle contaminanti 
proteiche e lipidiche. Dopo ulteriore purificazione il pellet di DNA e 
sciolto in circa 50 jlx! di acqua tamponata contenente 10 mM Tris pH 7.6 
e 0.1 mM EDTA. 

Si aliestisce una reazione di PCR secondo il protocollo standard fornito 
dal produttore. Lo schema di protocollo e il seguente: 
100 ng DNA templato (DNA genomico o cDNA del campione) 
100 iliM finale dNTP 

10 pmoli di COX-F e COX-R (corrispondenti alle seq IDN3 e 4) 
1X Taq buffer (Perkin-EImer Taq buffer composition senza Mg) 
1 .5 mM Mg ++ (concentrazione finale) 
2.5 Units di Taq polimerasi 



N° cicli 


temperatura 


tempo 


1 


95°C 


5' 


30 


95°C 


30" 


60°C 


30" 


72°C 


30" 


1 


72°c 


7' 
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La reazione di amplificazione qualitativa viene effettuata con i seguenti 
oligonucleotidi che amplificano la regione compresa tra -860 e -620 
rispetto al sito di inizio della trascrizione del gene COX-2 e 
comprendente il polimorfismo -765: 

Cox-F: 5' CCGCTTCCTTTGTCCATCAG 3' (SEQ. ID N. 3) 

Cox-R: 5' G CTATGTAC ACTG AAG GTAG C 3' (SEQ. ID N. 4) 

La sequenza del gene COX-2 e presente in GenBank con il numero di 

accesso AF276953. 

II segmento amplificato e di 231 basi. Esso viene quindi digerito 
mediante restrizione enzimatica per almeno tre ore con I'enzima FAU I 
che riconosce la regione consensus CCCGCC e taglia solo la sequenza 
wild type recante il nucleotide G in posizione -765 in due frammenti di 
124 e 107 bp rispettivamente, e non quella mutata, che reca cioe il 
nucleotide C in posizione -765, permettendo la genotipizzazione relativa 
al polimorfismo di tale posizione. 

I frammenti generati con la digestione vengono separati mediante 
elettroforesi su gel di agarosio o di acrilamide e riconoscimento 
mediante RFLP. 

Per la visualizzazione delle bande il gel viene colorato con una 
soluzione di bromuro di etidio (0.5um/ml) e decolorato con una soluzione 
salina, quindi sottoposto ad irraggiamento con una sorgente di raggi UV 
e fotografato con sistemi di rivelazione standard. Un esempio del pattern 
di restrizione ottenuto dopo digestione con Fau I in soggetti recanti i vari 
polimorfismi e visibile in figura 1 . 
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Esempio 2. Caratterizzazione del campione. 

Le caratteristiche cliniche del campione costituito da 1441 individui sono 
riassunte in Tabella 1 . 

Tabella 1. CARATTERISTICHE DEGLI INDIVIDUI OGGETTO Dl 

STUDIO. 

PAZIENTI CONTROLLI 

Vahabile (n=864) (n=555) 

• Eta (anni) 62.7±10 63+9 

• Maschi/Femmine (%) 67/33 65/35 

• Individui con: 

□ Ipercolesterolemia, n (%) 449(52) 283(51) 

□ Ipertensione, n (%) 380 (44) 255 (46) 

□ Diabete, n (%) 156(18) 105(19) 

□ Fumo di Sigaretta, n (%) 311 (36) 194 (35) 

□ indice di Massa Corporea (BMI) 27±6 27±7 

• NSAID o trattamento con glucocorticoid! 0 0 

• CAD provata angiograficamente (n=750)(%) 76.2 76.8 

□ Patologia a singolo vaso (%): 30.2 29 

□ Patologia a doppio vaso (%): 23.3 23.9 

□ Patologia a triplo vaso (%): 22.7 22.1 

• Severita della Stenosi ICA (n=232) 

□ Media ± Dev. St. (%) 74±5 74±6 
b Intervallo (%) 70-92 70-91 



NSAID = farmaci antiinfiammatori non-steroidei. CAD= coronaropatia. ICA = arteria 
carotidea interna. 



II campione non presenta incidenze significativamente diverse per i 
fattori di rischio convenzionali per le patologie cardiovascolari tra cui: 
essere fumatori abituali, obesita, ipertensione diabete ed 
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ipercolesterolemia. 

I pazienti hanno avuto infarto o ischemia del miocardio o cerebrale 
collegati unicamente con la rottura delle placche aterosclerotiche. 
Pazienti con fibrillazione atriale o disfunzione valvolare sono stati invece 
esclusi dallo studio. 

I controlli sono stati reclutati tra individui ospedalizzati per patologie 
diverse da quelle cardiovascolari in particolare diverse da: infarto del 
miocardio, angina instabile, TIA o ictus. 

Un consenso informato e stato ottenuto da tutti gli individui del campione 
prima di ogni esame e lo studio e stato approvato dal comitato etico 
locali. 

Esempio 3. Genotipizzazione del campione. 

La presenza del polimorfismo G-C nel campione viene verificata 
secondo il metodo dell'invenzione, come descritto nell'esempio 1 . 

In tabella 2 sono riassunti i dati della genotipizzazione del campione. m ^ mmmtw m^ 
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Come emerge dalla tabella 2, la presenza della mutazione -765 G C 
risulta essere circa 2.4 volte piu alta nei controlli che nei pazienti (43.1% 
vs 17.9%, p<0.0001) e i'omozigosita C/C circa 5.63 volte piu alta nei 
controlli che nei pazienti (6.2% vs 1.1%, p<0.0001). 
Nei sottogruppo di 187 pazienti con un parente di primo grado che 
aveva subito infarto del miocardio o ictus la presenza di una C in 
posizione -765 e del 10.3%, 4.3 volte piu bassa che nei controili. 
AIIMnterno dei sottogruppi clinici di pazienti che avevano subito infarto 
del miocardio o ictus non viene rilevata alcuna differenza nella 
freqiienza dell'allele recante il polimorfismo C (17.5 vs 17.7). 
Esempio 4. Caratterizzazione deile placche aterosclerotiche. 
L'espressione di COX-2 e valutata nelle placche aterosclerotiche di 232 
pazienti sottoposti durante lo studio ad endoarterectomia. Le sezioni e la 
colorazione immunoistochimica deile placche aterosclerotiche e 
effettuata come descritto in Cipollone et al, Circulation 2001. La 
colorazione specifica per I'enzima COX-2 risulta piu abbondante nella 
placche carotidee di portatori del polimorfismo -765 G (vedi figura 2). 
Le sezioni di placca vengono poste su vetrini pretrattati con polylisina, 
fissate con acetone freddo per 10 minuti e Iavate 2 volte con il tampone 
PBS. L'attivita perossidasica endogena viene bloccata incubando i 
vetrini per 5 minuti con una soluzione al 3% di H 2 0 2 . Dopo due lavaggi di 
15 minuti ciascuno con PBS, i vetrini vengono saturati per 30 minuti con 
la "blocking solution" (PBS contenente M% di BSA) e successivamente 
vengono incubati per 60 minuti con gli anticorpi primari diluiti nella 
blocking solution. Si tratta di anticorpi monoclonali specifici per la COX- 
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2, di anticorpi monoclonali specifici per la MMP-2 e anticorpi monoclonali 
specifici per la MMP-9 (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml), 
rispettivamente per I'enzima COX-2 e per le metalloproteasi 
Successivamente, i vetrini vengono lavati con PBS per 2 volte e incubati 
per 30 minuti con I'anticorpo secondario coniugato con la biotina (DAKO 
LSAB2 System, Peroxidase, Dako Corporation, Carpinteria, CA). Dopo 
altri 2 lavaggi in PBS, i tessuti vengono trattati per 30 minuti con 100 jal 
di una soiuzione contenente Streptavidina coniugata con I'enzima 
perossidasi. Dopo 2 lavaggi in PBS, i vetrini vengono incubati con il 
substrata cromogeno diaminobenzidina (DAB) alio 0.05% per 1 0 minuti 
e nuovamente lavati con PBS. 

La presenza di COX-2 e particolarmente alta nei macrofagi ed il data 
viene confermato anche mediante western-blot. 

La colorazione specifica per le metalloproteinasi 2 e 9 (MMP2 e MMP9) 
viene valutata sia mediante immunoistochimica (vedi figura 3) che 
western-blot. Come si pud evincere dalle figure relative 
all'immunoistochimica, anche I'espressione di questi due enzimi risulta 
superiore nelle placche dei portatori del polimorfismo G. La zimografia 
effettuata su estratti preparati dalle stesse dimostra inoltre che i due 
enzimi sono in forma attivata. 

Esempio 5. Valutazione dell'attivita dei monociti/macrofagi in vitro. 

I monociti isolati dai pazienti sono trattati in vitro con LPS, oxLDL, 
angiotensina II e AGE (prodotti di glicosilazione avanzata). Come 
evidenziato in figura 3, tutti gli stimoli determinano un aumento della 
sintesi di COX-2, MMP-2 e MMP-9 nei monociti di pazienti portatori 
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deirallele -765 G/G rispetto a quelli portatori del polimorfisrno C sia in 
forma omozigote che in forma eterozigote. 

I macrofagi infiltrati nelle piacche sono isoiati come descritto in de Vries 
et al. Arterioscler. Thromb. Vase. Biol. 1999, 19:638-645. Nei macrofagi 
sono osservati risultati analoghi ai precedenti. 
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RIVENDICAZIONI 

1. Metodo per valutare in vitro la predisposizione di un individuo alio 
sviluppo di patologie cardiovascolari caratterizzato dal fatto di 
verificare I'identita del nucleotide in posizione -765 rispetto al sito di 
inizio della trascrizione del gene COX-2 su un campione di DNA 
genomico di tale individuo. 

2. Metodo secondo la rivendicazione 1 dove il DNA genomico viene 
estratto da cellule di tale individuo provenienti da campioni di 
sangue, saliva, biopsie, urine, tessuto umano. 

3. Metodo secondo la rivendicazione 2 dove tali patologie 
cardiovascolari sono causate o associate a rottura di una placca 
ateroscferotica. 

4. Metodo secondo la rivendicazione 1-3 dove tali patologie 
cardiovascolari sono coronaropatie, patologie delle arterie 
carotidee, infarto del miocardio, angina pectoris, sindromi 
coronariche acute, rivascolarizzazione miocardica mediante by-pass 
od angioplastica coronarica, ictus cerebrale, attacco ischemico 
transitorio (TIA), arteriopatia periferica, sindromi trombofiliche. 

5. Metodo secondo la rivendicazione 4 dove tale verifica e effettuata 
mediante una delle seguenti tecniche: sequenziamento, digestione 
endonucleasica con enzimi di restrizione, ibridazione selettiva con 
oligonucleotidi specific! per il polimorfismo in posizione -765 del 
promotore del gene COX-2 umano, metodologia di single strand 
conformation polymorfism (SSCP), DGGE, Fluorescence assisted 
mismatch analysis (FAMA), heteroduplex analysis, real time PCR. 
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6. Metodo secondo la rivendicazione 5 dove tale verifica e effettuata 
mediante digestione endonucleasica con enzimi di restrizione. 

7. Metodo secondo la rivendicazione 6 comprendente i seguenti 
passaggi: 

- estrazione del DNA genomico da un campione biologico di un 
individuo, 

- amplificazione mediante Polymerase Chain Reaction con 
oligonucleotidi o primers adatti airamplificazione di un frammento 
di DNA comprendente la posizione -765, 

- digestione enzimatica di tale frammento amplificato con enzimi di 
restrizione scelti tra: Fau I e Aci I 

- separazione elettroforetica della miscela di restrizione 
comprendente i frammenti di restrizione generati oppure il 
frammento amplificato in forma indigerita, oppure entrambi, 

- analisi del profilo di restrizione generate dopo visualizzazione del 
DNA. 

8. Metodo secondo la rivendicazione 7 caratterizzato dal fatto che 
ramplificazione e effettuata con oligonucleotidi aventi sequenze 
almeno parzialmente identiche alle sequenze ID N.3 e ID N.4 ed il 
frammento amplificato viene digerito con I'enzima di restrizione Fau I. 

9. Metodo secondo la rivendicazione 8 caratterizzato dal fatto che 
ramplificazione e effettuata con oligonucleotidi aventi sequenze 
identiche alle SEQ. ID N.3 e 4. 

10. Metodo secondo le rivendicazioni 1-9 caratterizzato dal fatto che la 
presenza di una citosina ( C ) in posizione -765 del promotore del 
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gene COX-2 su almeno un allele del DNA di tale individuo e un indice 
di rischio alia predisposizione di malattie cardiovascolari inferiore a 
quello associato alia presenza di una guanosina in posizione -765 su 
entrambi gli alleli. 

11. Kit per attuare il rhetodo secondo le rivendicazioni 1-10. 

12. Kit secondo la rivendicazione 11 caratterizzato dal fatto di 
comprendere almeno uno tra i seguenti reagenti: oligonucleotide 
comprendente almeno 10 nucleotidi consecutivi della seq ID N.3 ed 
oligonucleotide comprendente almeno 10 nucleotidi consecutivi della 
seq ID N.4, almeno un enzima di restrizione scelto tra: Fau I e Aci I. 

13. Kit secondo la rivendicazione 12 comprendente almeno uno dei 
seguenti reagenti: oligonucleotide di sequenza ID N.3 ed 
oligonucleotide di sequenza ID N.4, enzima di restrizione Fau I ed 
opzionalmente uno standard di peso molecolare . 

14. Uso della genotipizzazione del nucleotide in posizione -765 del 
promotore del gene COX-2 per la preparazione di saggi prognostici 
di patologie cardiovascolari scelte tra: coronaropatie, patologie delle 
arterie carotidee, infarto del miocardio, angina pectoris, sindromi 
coronariche acute, rivascolarizzazione miocardica mediante by-pass 
od angioplastica coronarica, ictus cerebrale, attacco ischemico 
transitorio (TIA), arteriopatia periferica, sindromi trombofiliche. 

15. Uso della genotipizzazione del nucleotide in posizione -765 del 
promotore del gene COX-2 per la preparazione di saggi diagnostici 
della sensibilita alia terapia con farmaci antiflogistici non steroidei 
(FANS). 
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(SM/pd) 

Milano, li 5 Agosto 2003 

p. CIPOLLONE FRANCESCO, MEZZETTI ANDREA, MARTI NOTTl 

STEFANO 
il Mapdatario 

, -y . 




ir. Diego Pallini 
NOTARBARTOLO & GERVASI S.p.A. 
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Listato sequenze 



^QQ 3 Ada \ 



<12 0> Metodo e kit per la valutazione del rischio di patologie 
cardiovascolari ad eziologia ateromatosa 

<130> 4318PTIT 

<160> 4 

<170> Patentln version 3.1 
<210> 1 
<211> 1400 
<212> DNA 
<213> Homo sapiens 
<221> CDS 

<222> (1335) . . (1400) 

<223> Gene per la cicloossigenasi-2 (PTGS2) umana. 
Numero di accesso Gen Bank: AF276953 . 
II Nucleotide in posizione 13 71 e "n" . 

La sequenza consensus per Fau I e "cccgcc" e corrisponde ai nucle 
otidi 433-438. 



<400> 1 
ttccagctgt 


caaaatctcc 


cttccatcta 


attaattcct 


catccaacta 


tgttccaaaa 


60 


cgagaataga 


aaattagccc 


caataagccc 


aggcaactga 


aaagtaaatg 


ctatgttgta 


120 


ctttgatcca 


tggtcacaac 


tcataatctt 


ggaaaagtgg 


acagaaaaga 


caaaagagtg 


180 


aactttaaaa 


ctcgaattta 


ttttaccagt 


atctcctatg 


aagggctagt 


aaccaaaata 


240 


atccacgcat 


cagggagaga 


aatgccttaa 


ggcatacgtt 


ttggacattt 


agcgtccctg 


300 


caaattctgg 


ccatcgccgc 


ttcctttgtc 


catcagaagg 


caggaaactt 


tatattggtg 


360 


acccgtggag 


ctcacattaa 


ctatttacag 


ggtaactgct 


taggaccagt 


attatgagga 


420 


gaatttacct 


ttcccgcctc 


tctttccaag 


aaacaaggag 


ggggtgaagg 


tacggagaac 


480 


agtatttctt 


ctgttgaaag 


caacttagct 


acaaagataa 


attacagcta 


tgtacactga 


540 


aggtagctat 


ttcattccac 


aaaataagag 


ttttttaaaa 


agctatgtat 


gtatgtgctg 


600 


catatagagc 


agatatacag 


cctattaagc 


gtcgtcacta 


aaacataaaa 


catgtcagcc 


660 


tttcttaacc 


ttactcgccc 


cagtctgtcc 


cgacgtgact 


tcctcgaccc 


tctaaagacg 


720 


tacagaccag 


acacggcggc 


ggcggcggga 


gaggggattc 


cctgcgcccc 


cggacctcag 


780 
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tgcccgccgc tgcg atg etc gec cgc gec ctg ctg ctg tgc gcg gtc ctg 
Met Leu Ala Arg Ala Leu Leu Leu Cys Ala Val Leu 
15 10 

acg etc age cat aca ggt gag tac ctg gcg 
Thr Leu Ser His Thr Gly Glu Tyr Leu Ala 
15 20 



<210> 2 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Met Leu Ala Arg Ala Leu Leu Leu Cys Ala Val Leu Thr Leu Ser His 
! 5 10 15 



Thr Gly Glu Tyr Leu Ala 
20 



<210> 3 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



ggccgctcag attcctggag aggaagecaa gtgtccttct gccctccccc ggtatcccat 840 

ecaaggegat cagtccagaa ctggctctcg gaagegcteg ggcaaagact gcgaagaaga 90 0 

aaagacatct ggeggaaace tgtgcgcctg gggcggtgga acteggggag gagagggagg 96 0 

gatcagacag gagagtgggg actaccccct ctgctcccaa attggggcag cttcctgggt 1020 

ttccgatttt ctcatttccg tgggtaaaaa accctgcccc caccgggctt aegcaatttt 1080 

tttaagggga gaggagggaa aaatttgtgg ggggtacgaa aaggcggaaa gaaacagtca 114 0 

tttegtcaca tgggcttggt tttcagtctt ataaaaagga aggttctctc ggttagcgac 1200 

caattgtcat aegacttgea gtgagegtea ggagcacgtc caggaactcc tcagcagcgc 12 60 

ctccttcagc tccacagcca gacgccctca gacagcaaag cctacccccg cgccgcgccc 132 0 



1370 



1400 
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<221> mis cofeature 



<223> Forward primer 

Corrisponde ai nucleotidi 317-336 di SEQ. ID N.l. 



<400> 3 

ccgctfccctt tgtccatcag 20 



<210> 4 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<221> misc_feature 

<223 > Reverse primer 

Corrisponde ai nucleotidi 527-547 di SEQ. ID N.l 



<400> 4 

gctatgtaca ctgaaggtag c 



21 
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